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摘要 在复合碳源的碱性液体培养条件下 Υ 1 用正交实验法对影响嗜碱木质素降解细菌 号菌株降解

木质素的 种单因素培养条件进行了优化 结果表明 第 碳源用量等单因素在不同程度上对 号菌株产生的

木质素降解酶 和  °以及木质素降解率都有一定促进作用 正交实验表明 其中第 碳源用量和 ×2

用量是显著性的影响因素  种单因素的最佳综合水平为  ε 静置培养 !第  碳源蔗糖!氮源

1!培养基 锥形瓶 !初始  值 1和第 碳源接种后第 加入 !添加 1 的表面

活性剂 ×2 

关键词 嗜碱细菌 单因素培养条件 木质素生物降解 正交实验

中图分类号 ÷   文献标识码   文章编号 222

基金项目 国家自然科学基金资助项目

作者简介 罗宇煊 ∗  男 硕士 

收稿日期 22
3 通讯联系人

Οπτιµιζατιον οφ Σψντηετιχ Χυλτυρε Χονδιτιον ον Λιγνιν Βιοδεγραδατιον

Αβιλιτψ οφ Αλκαλιπηιλιχ Λιγνινολψτιχ Βαχτερια Υσινγ Ορτηογοναλ Εξπερι2
µενταλ ∆εσιγν

∏ ≠∏¬∏
3 ∏ ÷∏∏ ≤  ∞√≥ 

• ∏ √ • ∏  ≤ ∞2√ ∏∏

Αβστραχτ : ×√ ∏∏    

   ∏ ∏  Υ 1 ∏   ∏  ¬2
 ×∏√ ∏∏√  ° 2
    √×∏×

∏∏ ∏∏  ε 1 ∏ 

     ∏  ∏  1
 1  ×2  ∏

Κεψωορδσ:∏∏ ¬

  在真菌降解木质素的研究中 人们采用了各种各

样的调控方法以提高木质素降解能力 这些方法对嗜

碱木质素降解菌可能具有同样的调控作用≈ 因此以

这些研究为基础 为提高 号菌株产酶及降解木质素

的能力 在以前的研究基础上进一步研究以下 种单

因素综合培养条件下对嗜碱木质素降解菌 号菌株产

酶及降解木质素的调控作用≈ 本研究建立在以前选

定的复合碳源条件下 包括 第  碳源用量 !培养基体

积 !培养基初始  值 !不同含量的吐温  × 2

 !诱导物  χ2连氮22乙苯2二噻唑2硫酸 χ22

22222∏ ×≥的

添加与否 !培养温度和第 碳源加入时间等因素 因影

响因素较多 期望通过设计合理的正交实验  ≅

 在较少的实验次数内得到较多的信息 从而在一

定程度上避免了选择综合培养条件的盲目性 

1  材料与方法

111  菌种

由本实验室筛选的嗜碱木质素降解菌 号菌株 

112  原料

将麦草湖北省农业科学院提供剪成  ∗  的

小段 用 ⁄• ƒ2型电动植物粉碎机粉碎成麦草粉 

第 卷第 期
年 月

环   境   科   学
∞∂  ∞× ≥≤∞≤∞

∂ 
≥



113  培养基和培养方法

基础培养溶液为 蔗糖 第  碳源麦草粉

第 碳源 接种后第 加入  1

 °  ≥ #  1 ≥ #  

1≤≤#  1≤  单独灭

菌  Υ 1≈ 以基础培养溶液为基础 依据正交实

验分配分别加入不同组分或者改变某些组分的用量和

物理培养条件 分别配成不同的正交组液体培养基 除

物理条件被改变外 其它各组实验均采用每 锥

形瓶装 培养液 将菌株接种于各种培养液每瓶

接种  菌悬液 各做 个重复 个批次 个批次在

 ε 下静置培养 后 取 离心  

取上清液作为粗酶液测  ° 和 的活性 另 

个批次静置培养 后 用木质素 !纤维素和半纤维素

含量定性分析方法分析测定 号菌株对麦草各组分的

降解能力 

114  酶活性测定及降解率测定

 °≈ 该酶活性根据  ε 下 ⁄ 氧化成 ⁄

的速率来测定 加入酶液起始反应 下测定 

吸光值的变化 酶活性单位定义为 国际单位等

于每 氧化 Λ底物或生成 Λ产物的酶量 

≈ 该酶活性根据  ε 下 ×≥的氧化速

率来测定 加入酶液起始反应  下测定 吸

光值的变化 酶活性单位定义同上 

  木质素 !纤维素和半纤维素含量的定量分析程序

详见文献≈ 

115  木质素降解率校正≈

在测定木质素降解率时 考虑有部分酸溶木质素

溶于硫酸造成误差 用分光光度计法进行校正 

2  结果与分析

211  7 种因素的最佳正交综合培养条件

种因素正交实验分配与结果  第  碳源用

量 !培养基体积 ! 值和 ×2用量 种因素在单因素

条件下的一定范围内 对 号菌株的产酶和降解能力

都有一定的促进作用 在考虑单因子最适水平的基础

上 再考察添加 ×≥ !温度和第  碳源加入时间各 

种较适水平 Ξ 按  ≅ 正交实验分配表做 因

素 水平 因素 水平正交综合实验 各因素水平依

次分别为 第 碳源用量蔗糖 ! !1 !1培养

表 1  4 因素 4 水平 3 因素 2 水平正交实验分配及结果

×  ¬  ∏ ≅ 1

管号

因素 因素

第 碳

源用量

# 

体积


 值

×2

 
×≥

温度

 ε

第 碳

源加入

时间



# 

 °

# 

木质素

降解率

 

纤维素

降解率

 

半纤维素

降解率

 

对照   Υ 1    1 1 1 1 1 1

   1 1 1   1 1 1 1 1

 1  1 1    1 1 1 1 1

   1 1 1  1 1 1 1 1 1

 1  1 1   1 1 1 1 1 1

   1 1 1  1 1 1 1 1 1

 1  1 1   1 1 1 1 1 1

   1 1 1   1 1 1 1 1

 1  1 1    1 1 1 1 1

   1 1    1 1 1 1 1

 1  1 1 1   1 1 1 1 1

   1 1   1 1 1 1 1 1

 1  1 1 1  1 1 1 1 1 1

   1 1   1 1 1 1 1 1

 1  1 1 1  1 1 1 1 1 1

   1 1    1 1 1 1 1

 1  1 1 1   1 1 1 1 1

基体积  ! ! !锥形瓶  值 1 !

1 !1 !1 ×2用量1  !1  !1  !



Ξ 罗宇煊 1 嗜碱细菌利用复合碳源共代谢降解木质素的

机理研究 1 武汉大学硕士论文   ∗ 1
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1  ×≥  !1温度  ε ! ε 第 碳源

加入时间为接种后第 1!第 实验分配与结果见

表  

   种因素正交实验各因子的影响趋势  经 Φ

检验 种因素对 的影响都是极显著的图 和

  

图 1  4 因素 4 水平正交实验各因子

作用趋势(酶活性)

ƒ  ƒ√√¬  ≅ 

√  °

图  Φ值均远大于 Φ11 第  碳源用量是最

主要的影响因素 各因素的差异显著性依次为 第 碳

源用量 !×2用量 !培养基体积 !值 而影响  °差

图 2  4因素 4水平正交实验各因子作用趋势(降解率)

ƒ  ƒ√√¬  ≅ 

   

异性的 因素中 各因素的差异显著性依次为 第 碳

源用量 !×2用量 !培养基体积 ! 值 其中第 碳源

用量 !×2用量 !培养基体积是显著性的 Φ值均大于

Φ11 而  值对  °的影响则是不显著的 可

能是因为在所选取跨度的几种  值下 种酶活性都

较高的缘故 而对麦草中木质素 !纤维素降解率的影响

因素显著性依次为 第 碳源用量 !×2用量 !培养基

体积 ! 值 其中前  者是显著性的 后  者不显著 

通过极差分析 水平因素中  ε 和接种后第 加入

第碳源效果较好 ×≥的添加与否作用不大 有待

表 2  4 因素 4 水平正交实验各因子水平平均指数

×  ƒ√√¬  ≅ 

因素 第 碳源用量 体积  值 ×2 

1 1 1 1
1 1 1 1

 1 1 1 1
1 1 1 1

1 1 1 1
1 1 1 1

 1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1

1 1 1 1
1 1 1 1

 1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1

1 1 1 1
1 1 1 1

 1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1

表示各因素相同水平的平均指标从上至下依次为 ! ° 单位 #  木质素降解率 !纤维素降解率 !半纤维素降

解率 单位  
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继续研究 

  从 种因素各水平的平均指数表 可知 最佳

产酶条件和最佳  °产酶条件的 因素水平

是非常接近的 仅在初始  值上有差别 分别为 1

和 1 而经 Θ检验 这  种水平对 和  °

影响的差异性都不显著 且 1更接近基础培养液

的  值 因而可使用 1 

212  7 种因素综合培养条件下 6 号菌株的产酶及降解

能力

选用以上研究的 种因素最适综合培养条件结合

对照组进行验证实验来考察菌株的产酶及降解能力

表  结果表明 种因素最适综合培养条件下 2

和  °的酶活性都远高于对照组 其中 和

 °的活性分别提高到 1 倍和 1 倍 添加

×≥时酶活性仅略有提高 种酶活性分别提高到

1倍和 1倍 不添加与添加 ×≥的最佳综

合 培养条件下 麦草中木质素降解率分别提高了

1 和 1  可以看出添加 ×≥其效果并不明

显 考虑未来工业应用的成本因素 选择最适综合培养

条件中不添加 ×≥ 

表 3  综合培养条件下 6 号菌株的产酶及降解能力

×  ∞∏  

  √∏∏

   1

培养条件 对照
因素最适综合条件

不加 ×≥ 加 ×≥

#  1 1 1

 °#  1 1 1

木质素降解率校准值  1 1 1

木质素降解率  1 1 1

纤维素降解率  1 1 1

半纤维素降解率  1 1 1

3  结论

种单因素  ≅ 综合正交实验表明 各单

因素对 和  °及降解麦草各组分的影响趋势

是基本一致的 但影响程度各有不同 分析正交结果 

经 Φ检验 在对 ! ° !麦草中木质素降解率和

纤维素降解率的影响上 第 碳源用量和 ×2用量是

最显著的影响因素 在综合正交的交互作用下 结合各

水平间差异性 Θ检验的结果 影响 号菌株产酶及降

解能力的这 种单因素的综合水平为  ε 静置培养

!第 碳源蔗糖!氮源 1!培养

基 锥形瓶 !初始  值 1 !第 碳源接种

后第 加入 !添加 1 的表面活性剂 ×2 

参考文献 

  管筱武 张甲耀 罗宇煊 木质素降解酶及其调控机理研

究的进展 上海环境科学  17  ∗  

  管筱武 张甲耀 罗宇煊等 嗜碱木素降解菌产酶条件的

初步研究 化学通报网络版    

  罗宇煊 张甲耀 管筱武等 嗜碱细菌降解木质素的复合

碳源共代谢研究  ) ) ) 复合碳源组合方式及氮源的选择 

城市环境与城市生态  13  ∗  

  √     √   √√  °∏2

   ∞   •    ƒ∏∏

Πανυστιγρινυσ 32  ∗  

   °   ƒ ∞ °∏

  Τραµεστεσ ϖερσιχολορ ≤   

∞√ 59  ∗  

  王玉万 徐文玉 木质纤维素固体基质发酵物中半纤维

素 !纤维素和木质素的定量分析程序 微生物学通报 

 14  ∗  

  屈维均 陈佩蓉 何福望编 制浆造纸实验 北京 中国轻

工业出版社   ∗  

 环   境   科   学 卷




